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© Modifiziertes Phosphoramidit-Verfahren zur Herstellung von modifizierten Nukleinsauren 

Gegenstand der Erfindung ist ein modifiziertes Phospho- 
ramiditverfahren zur Synthese von Nukleotidsequenzen. 
Durch Einsatz eines modifizierten Nukleosidphosphorami- 
dits ist es mogltch, Nukleotidsequenzen herzustellen, die 
einen modifizierten Phosphatrest aufweisen. 
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kdnnen. je nach Art der tingm^^M&S^J? ^°f^n^n Oligonukleotiden etablieren 

deSi^K « SSS'^^^ltr^ OSP ! ,at * in d r, a i! C reak , tiVen °™W*t Ausnahme 
fonsiurechlorid, miteinem wc Sen "SSdSdlnS^ ^PP ,un *™ ttel : be.sp.elsweise einem Trialkylarylsul- 

deswegen. weil bei den Kondensationsschrkten ^zum Aufbau d« ^iL™S^^ erfah ' en S '" d ge " ng ' Vor allem 
tionen an den nichtveresterten OH-Funktionen l. S i %2 ! I ,e °[ ,dk{ ; lte "nerwiinschte Nebenreak- 

-2SSS3L*' Un ' i>SliC ' ,kei, » -teh, db Phospho- 

e™a8Hc"* k,IV ' : GraPPe ' beisplel! "« ise el " ".log,,,,,™, d,s di, Verknopfung m i, de m N„kl«o S id 

Tewtr, t^A™„*™™ g ™ PPfc m " ""* Ak ' iVier '"' 8 die ™- «™> z„i„ Nukl «osid 

- eine durch eine Schutzgruppe maskierte Hydroxygruppe 

^D,fS^h^S„^f eqUen2 "° den *" "» •"■«— 

In solchen Nachweisverfahren wird die Eigenschaft ausgenutzt. daB die einzelnen Strange von Nukleinsa,,,™ 
m,t anderen emzelstrang.gen Nukleinsauren unter Bildung eines Doppelstranges eagSfen to£2^S?S 
cTdir rTk 86 Z TT nd Z T p,e !? e " tSre Nukleotidsequenzen aufweisen und beide diesefbe ZKn an 
voi Bawl MtiH 7 T W h fl ^en. Da d.e naturlich vorkommenden Nukleinsauren hinsichtlich der vfSupfung 
von Basen und Zuckern P-konfigur.ert sind. kommen als komplementare Nukleinsauren insbesondere dif 
p-Nuklemsauren .n Frage. Der Vorgang der Doppelstrangbildung wird Hybridisierung genannt 
- IS m C,neS Do PP*' stran S s kann nachgewiesen werden, wenn zur Hybridisierung mit der einzelstranei 
gen Nukleinsaure erne mod.f.z.erte einzelstrangige komplementare NukleinsLre eingesetzt wird Ansch eX 
w,rd d,e Menge der hybr.d.s.erten Nukleinsauren fiber die Modifizierung. die beispielsweise eine radioaktive 
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Markierung sein kann,bestimmt. . 

Zur Synthese von modifizierten Nukleinsauren kann entweder eine schon vorhandene natQrliche Nukleinsau- 
re chemisch oder enzymatisch modifiziert werden, oder die Nukleotidsequenz kann unter Zuhilfenahme bereits 
modifizierter Nukleotid-Bausteine symhetisiert werden. 

Durch Modifikation bereits fertig synthetisierter Nukleinsauren an den Enden, wie sie beispielsweise fur das 5 
5'-Ende in der WO 86/07363 vorgeschlagen wird, kdnnen jedoch nur Nukleinsauren hergestellt werden, die ein 
einziges modifiziertes Nukleotid pro Einzelstrang beinhalten. Methoden zur Bestimmung der Menge an Nu- 
kleinsauren mit dieserart modifizierten Nukleinsauren als Sonden sind daher wenig empfindlich. 

Daher wurde beispielsweise in der EP-A 01 73 251 vorgeschlagen, die Basen von kompletten Nukleinsauren 
durch chemische Reaktionen zu modifizieren. Dazu sind jedoch mehrere Reaktionsschritte an der Nukleinsaure 10 
erforderlich und die Modifikationsrate ist davon abhangig, ob die Nukleinsaure Basen mit freien Aminogruppen 
enthalt, deren Modifizierung die Fahigkeit der Hybridisierung mit komplementaren Nukleinsauren nicht beein- 
trachtigt. 

In jager et al. (Biochemistry Vol. 27, S. 7237 (1988)) wird die Herstellung eines Dinukleotids beschrieben, 
welches eine Modifikation am Phosphoratom tragt. Die Modifikation besteht in einer uber einen Linker gebun- 15 
denen primaren Aminogruppe und wird in einem dem herkdmmlichen Phosphoramiditverfahren ahnlichen 
Verfahren eingefiihrt. 

Dieses Verfahren kann jedoch nicht auf den herkdmmlichen Syntheseautomaten der Phosphoramiditmethode 
ausgefuhrt werden. Ein weiterer Nachteil ist, daB keine zusatzlichen Nukleotide mehr angefugt werden kdnnen, 
da die freie Aminogruppe mit den dazu benutzten elektrophilen Reagenzien selbst reagiert. 20 

Jedes der im Stand der Technik vorhandenen Verfahren weist daher betrachtliche Nachteile auf. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es. die Nachteile der bekannten Verfahren zu vermeiden und 
insbesondere ein mit einfachen Ausgangsstoffen in wenigen Reaktionsschritten unter hohen Ausbeuten ausfuhr- 
bares Verfahren zur Synthese am Phosphatrest modifizierter fj-konfigurierter Nukleinsauren an Festphasen zur 
Verfiigung zu stellen. 25 

Ein Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von Nukleotidsequenzen der Formel IX 
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0) 



U-U-V). 



eingesetzt wird, wobei 

A eine Sauerstoffschutzgruppe, ein Nukleotid oder ein Oligonukleotid, 
B eine natQrliche oder modifizierte Nukleobase, 
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0 = P— X— IX— U — H) n 
I 

J 

in der 40 
K Wasserstoff oder das Phosphoratom des Phosphatrests eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotidse- 
quenz 

J eine Hydroxygruppe oder ein 5'-Sauerstoffatom eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotidsequenz 
B eine natQrliche oder modifizierte Nukleobase 

T Wasserstoff, Niederalkyl, Azid, Niederalkyloxy oder eine Hydroxygruppe bedeuten, 45 

X Sauerstoff oder Schwefel, 

L ein (n + l)-valentes BrOckenglied, 

U Sauerstoff, Schwefel. Stickstoff oder N — H und 

n eine natQrliche Zahl von t bis 200 bedeuten, 

durch Reaktion eines Nukleosidphosphoramidits mit einem weiteren Nukleotid, das eine freie Hydroxylgruppe 50 
aufweist, und Oxidation der entstandenen Nukleotidsequenz zu einem Phosphat, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Nukleosidphosphoramidit eine Verbindung der Formel I 
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L ein(n + 1)-vaientesBruckengIied. 

S SSSS'i^"'^ 1 ^'"*" Hyd^ppe. 
V eineabspaltbareSchutzgruppe, 
n eine naturliche Zah! von 1 bis 200 und 
D ein sekundarer Aminrest bedeuten. 

P*»™™dM«m»cbda S dbrFor,„,n^^^ 

-»^drc^^ 

des Rests A kann es sich auch J ^2S5S5K2S3S R«i! ? ? U £ ,eo " den ,. bzw - OBgonuklcodden 

^^^^^^^i^^i^ ^.ifSSSL Re.es A durch 
genannte Bedeutung. S escnutzl - "'ese Sauerstoffschutzgruppe hat msbesondere die oben unter Rest A 

™d!L?e^^^ Uracil oder Guani, Bei den 

Basen handeln. Beispiele sind ^DVaXuSodSrs AmlnS^f ." ^ bs 0 t,tuenten in defStruktur veranderte 
zugt sind solche Basen! be" d^^W^^T-^"™ 1 oder 8 - Am ' n o««yl-amino-adenin. Bevor- 
nichtodersehrwenigbeeinnuKrd Basenpaarung mit einer komplementaren Nukleinsaure 

D.e Verb.ndungen der Formel I kftnnen aus Verbindungen der Forme) II 
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(II) 



O T 

I 

H 



in der 

A eine Sauerstoffschutzgruppe, ein Nukleotid oder ein Oligonukleotid 
so B erne naturliche oder modifizierte Nukleobase und 

T Wasserstoff. eine (gegebenenfalls geschutzte) Hydroxygruppe, Niederalkyl, N 3 oder Niederalkyloxy bedeu- 
durch Reaktion mit Phosphanen der Formel III 
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Z-P^ m 

60 D 

in der 

Z eine gut austretende Gruppe, 
X Sauerstoff oder Schwefel, 
65 L einmindestensbivalentesBruckenglied, 
U Sauerstoff, Schwefel, Stickstof f oder N - H 
V eineabspaltbareSchutzgruppe, 
n eine naturliche Zahl von 1 bis 200 und 
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D ein sekundares Aminrest bedeuten, 

hergestellt werden. Die Reaktionsbedingungen kftnnen vom Fachmann analog zu denen gewahlt werden, wie sie 
fur die Nukleosidphosphoramidite des Standes der Technik bereits beschrieben sind. Jedoch muB darauf geach- 
tet werden, daB dabei keine Reagenzien verwendet werden, bei deren Verwendung die Schutzgruppe V abge- 
spalten werden kann. Diese Reaktionsbedingungen sind dern Fachmann fur die einzelnen Schutzgruppen be- 5 
kannt. 

Das Phosphan der Formel III kann in einfacher Weise aus kommerziell erhaltlichen Ausgangsstoffen syntheti- 
siert werden. Die bevorzugte Reihenfolge der Herstellungsreaktionen sieht zunachst die Reaktion mit einem 
sekundaren Amin vor, da dieses ein billiger Rohstoff ist Bei diesem Reaktionsschritt kdnnen daher notfalls auch 
Ausbeuteverluste durch unspezifische Reaktion in Kauf genommen werden. Das Phosphan der Formel III wird 10 
bevorzugt dadurch hergestellt, daB eine Verbindung der Formel (VI) 

P(-Z) 3 (VI) 

in der Z eine gut austretende Gruppe bedeutet, mit einem sekundaren Amin der Formel (VII) 15 
H-D (VII) 

in der D ein sekundarer Aminrest bedeutet, 

umsetzt, und das Produkt mit einer Verbindung der Formel VIII 20 
H-X-L(-U-V) n (VIII) 
in der 

X Sauerstoff oder Schwefel, 25 

L ein (n + l)-valentes Bruckenglied, 

U Sauerstoff, Schwefel, Stickstoff oder N-H, 

V eine abspaltbare Schutzgruppe, 

n eine naturliche Zahl von 1 bis 200 

bedeuten, reagieren laBt und das entstandene Produkt abtrennt. 30 
Der Rest Z ist bevorzugt Halogen, ganz besonders Chlor. 

Verbindungen der Formel VII sind insbesondere dem Fachmann bekannte sekundare Amine der Formel 
H — NR*R 2 , wobei R 1 und R 2 gleich oder verschieden sind und primare, sekundare oder tertiare Alkylreste mit 
1 — 10 Kohlenstoffatomen sind, oder zusammen einen gegebenenfalls alkylverzweigten Cycloalkylrest mit 5—7 
Kohlenstoffatomen, der ein oder zwei Stickstoff-, Sauerstoff- und/oder Schwefelatome als Heteroatome enthal- 35 
ten kann, darstellen, oder NR'R 2 einen Imidazolyl-, TriazoIyU, Tetrazolyk 3-Nitro-l,2,4-triazolyl-, Thiazolyl-, 
Pyrrolyl-, Benztriazolyl- oder Benzhydroxytriazolylrest bedeutet. Als besonders bevorzugte Amine haben sich 
Diisopropylamin und Morphoiin erwiesen. 

Als Bruckenglied sind insbesondere lineare oder verzweigte, gesattigte oder ungesattigte Kohlenwasserstoffe 
mit 1 bis 10, bevorzugt 2 bis 6 Kohlenstoffatomen zu nennen. Die Kohlenwasserstoffkette kann durch Hetero- 40 
atome, beispielsweise Sauerstoff oder Schwefel unterbrochen sein. Das Bruckenglied kann auch aliphatische 
oder aromatische Ringsysteme beinhalten. Das Bruckenglied kann auch weitere Heteroatome tragen. Im Hin- 
blick auf die Reaktionen, die mit Verbindungen, die dieses Bruckenglied beinhalten, im erfindungsgemaBen 
Verfahren ausgefuhrt werden sollen, sind jedoch solche Bruckenglieder auszuschlieBen, die freie unsubstituierte 
oder primare Aminogruppen oder Hydroxygruppen als Substituenten aufweisen. Das Bruckenglied ist uber 45 
n-kovalente Bindungen mit n Gruppen U verbunden. Die bevorzugte Anzahl von n betragt 1 bis 200. 

Die Verbindungen der Formel III haben gegeniiber den Phosphanen des Standes der Technik den Vorteil, 
sowohl zur Synthese von Nukleosidphosphoramiditen fur die Phosphoramiditsynthese von Nukleinsauren ein- 
setzbar zu sein, als auch in geschutzter Form eine reaktive Gruppe aufzuweisen; diese kann als Verkniipfungs- 
stelle fiir detektierbare Reste dienen. 50 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung von Nukleotidsequenzen umfaBt insbesondere folgende 
Schritte: 

— Kopplungsreaktion eines Nukleosidphosphoramidits der Formel I mit einem Nukleosid, das eine freie 
Hydroxygruppe aufweist. Das Nukleosid mit der freien Hydroxygruppe ist bevorzugt kovalent an einen 55 
festen Trager gebunden. Die ubrigen reaktiven Gruppen des Nukleosids, wie Aminogruppen, Carbonyl- 
gruppen oder weitere Hydroxygruppen sind bevorzugt durch Schutzgruppen geschutzt, die unter den 
Bedingungen der Kopplungsreaktion stabil sind. Bevorzugt ist eine eventuell vorhandene 2'-Hydroxygrup- 

pe am Zuckerrest durch eine t-Butyldimethylsilylgruppe geschutzt. Die freie Hydroxygruppe ist bevorzugt 
die 5'-Hydroxygruppe des Zuckerrests. 60 
Das Nukleosid kann ein Mononukleosid, ein Oligo- oder Polynucleotid sein. Bevorzugt ist es jedoch ein 
Mononucleosid, Oligo- oder Polynukleotid aus 2 bis 200, bevorzugt 20 bis 60 Nukleotidbausteinen. Die 
Nukleotidbausteine kdnnen naturliche oder modifizierte Nukleotide sein. 

Bei dem Nukleosid kann es sich auch um ein in erfindungsgemaOer Weise modifiziertes Nukleosid handeln. 

— AnschlieBend wird die an die Festphase gebundene Nukleotidsequenz oxidiert. Als bevorzugtes Oxida- 65 
tionsmittel hat sich Jod erwiesen. 

— Daraufhin wird bevorzugt ein w capping M -Schritt duchgefiihrt. Dies geschieht nach bekannten Methoden. 

— Selektive Abspaltung der Schutzgruppe A bzw. der Sauerstoff schutzgruppe der endstandigen 5'-Hy- 
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maBe Modifizierung beeinfluBt fnaung und werden n.cht durch die erfindungsge- 

-klos^A™^^ 
£^ 

eingLtrwirfu'ndJaB^ «f ein ^eres Nuk.eosidphosphorarnidit 

des Standes der TechnrReagenzien zur" AbsTaUunLi r ^"f 8 dcr ^"f^^f^chutzgruppen am Phosphatrest 
im herkommlichen VerfahrensabS SttifaKSr ^l*"' * Anderun **» 

FormeTv tCrer GegCnStand der Erfind »"S «" daher ein Verfahren zur Herstellung einer Nukleotidsequenz der 



K — O 




(V) 

O T 

I 

o=p — X — u — U — W) n 
J 



55 in der 

K Wasserstoff oder das Phosphoratom des Phosphatrests eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotidse- 

I eine Hydroxygruppe oder ein 5'-Sauerstoffatom eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotidsequenz 
B eine naturliche oder modifizierte Nukleobase -<uKieoiiasequenz 
eo T Wa ssersi .off .Niederalkyl ,Azid .Niederalkyloxy oder eine Hydroxylgruppebedeuten 

X | e nl e „H ^H C " "*? ™»T iSt * dCr in einen detektierbaren Rest uberfuhrt werden kann und . 

X. L, U und n die oben angegebene Bedeutung haben 

Serbln^ genannten Schritte die entstandene Nukleotidsequenz der Formel IX mit einer 



Y-W (IV) 
umgesetzt wird, wobei 



6 



Y eine reaktive Gruppe und 

W ein detektierbarer Rest oder ein Rest ist, der in einen detektierbaren Rest QberfOhrt werden kann. 

Als reaktive Gruppe Y kommt beispielsweise eine leicht nukleophil substituierbare Gruppe oder eine elektro- 
phile Gruppe in Frage. Verbindungen der Formel IVsind beispielsweise Carbonsaurehalogenide. 

Elektrophile Gruppen sind beispielsweise die Gruppen in aktivierten Estern oder Anhydriden. Ein bevorzug- 5 
ter Ester ist beispielsweise der N-Hydroxysuccinimidester von Haptenen, wenn diese eine Carboxylgruppe 
aufweisen. 

Das weitere Nukleotid in der Bedeutung der Reste K bzw. J kann ein naturliches oder ein modifiziertes 
Nukleotid sein. Die Nukleotidsequenz in der Bedeutung der Reste K bzw. J kann sowohl natiirliche als auch 
modifizierte Nukleotidbausteine enthalten. Die Nukleotidsequenz der Formel V weist bevorzugt 2 bis 200, . 10 
besonders bevorzugt 20 bis 60 Nukleotidbausteine auf. Davon sind bevorzugt 10 bis 80%, besonders bevorzugt 
20 bis 50% der Nukleotidbausteine aus Nukleosidmonophosphaten der Formel I entstandene Nukleotidbaustei- 
ne. 

Der Rest W kann nieder- wie auch hochmolekularer Struktur sein. Bevorzugte niedermolekulare Reporter- 
molekiile sind Farbstoffe und Haptene; bevorzugte hochmolekulare Gruppen sind z. B. Enzyme oder immunolo- 15 
gisch aktive Substanzen wie Antigene oder Antikorper. Besonders bevorzugt sind Haptene. Von diesen sind 
insbesondere solche bevorzugt, die unter normalen Bedingungen in KorperflQssigkeiten nicht vorkommen, wie 
beispielsweise Digoxigenin. Als besonders vorteilhaft haben sich Haptene und insbesondere Digoxigenin als 
immunologisch aktive Substanz erwiesen, da die sie aufweisenden Nukleotidsequenzen durch die Modifizierung 
nicht sehr in ihrem Molekulargewicht verandert werden und so als Langenstandards beispielsweise in der 20 
Gelchromatographie eingesetzt werden konnen. 

Es hat sich herausgestellt, daB das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung von Nukleotidsequenzen 
weiterhin folgende Vorteile gegenuber dem Stand der Technik aufweist: 

— Dadurch, daB die Modifizierung am Phosphoratom angebracht ist, wird die Basenpaarung der gebiide- 25 
ten Nukleotidsequenz mit einer komplementaren Nukleotidsequenz nicht beeintrachtigt. 

— Die gebildeten Nukleotidsequenzen werden von Polymerasen als Primer akzeptiert. 

— Die Modifizierung kann zusatzlich zu anderen Modifizierungen, beispielsweise des Zuckerrests oder der 
Base, oder zu 3'- oder 5'-Endmarkierungen eingefuhrt werden. 

— Es handelt sich um ein Verfahren, das eine konvergente Synthese der benotigten Bausteine beinhaltet. 30 
Solche Verfahren sind besonders vorteilhaft, da die Ausbeuten insbesondere an den teuren Nukleotidbau- 
steinen hoch gehalten werden konnen. 

— Es konnen zur Synthese der Nukleosidphosphoramidite die leicht erhaltlichen, natiirlich vorkommenden 
P-Nukleoside eingesetzt werden. 

— Bei gleichbleibender oder sogar verringerter Anzahl von Reaktionsschritten wurde es mdglich, die 35 
bekannten Vorteile des Festphasen-Phosphoramiditverfahrens zur Synthese von Nukleotidsequenzen zur 
Synthese von am Phosphatrest modifizierten Nukleotidsequenzen zu nutzen. 

— Durch das erfindungsgemaBe Verfahren ist es moglich, eine ganz spezielle Zahl von Modifikationen an 
ganz bestimmten Stellen der Sequenz einzufiihren. 

— Die gebildete modifizierte Nukleotidsequenz ist universell einsetzbar. Beispielsweise konnen verschie- 40 
dene detektierbare Reste gewahlt werden. 

— Dadurch, daB die detektierbaren Reste nicht von Anfang an in den Nukleosidphosphoramiditen vorhan- 
den sind, werden Komplikationen wahrend der chemischen Synthese des Nukleotides, wie sie beispielsweise 
bei Enzymmarkierungen oder anderen empfindlichen Reportergruppen zu erwarten sind, vermieden. 

— Die sterische Hinderung durch Reportermolekule kann die Ausbeute und Effizienz von Oligonukleotid- 45 
Synthesen verringern. Dieser Nachteil wird im erfindungsgemaBen Verfahren vermieden. 

Die Nukleotidsequenzen der Formel V konnen vorteilhaft in Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren in 
einer Probe durch Inkontaktbringen der Probe mit einer dazu im wesentlichen komplementaren Nukleinsaure, 
Behandlung des Gemischs unter Bedingungen, die zur Hybridisierung zueinander komplementarer Nukleinsau- 50 
ren fuhrt. und Nachweis des detektierbaren Restes als zur Proben-DNA komplementare Nukleotidsequenz 
eingesetzt werden. Der Nachweis des detektierbaren Restes kann nach bekannten Methoden erfolgen. Wenn 
der detektierbare Rest eine immunologisch aktive Substanz ist. so kann der Rest mit einem markierten immuno- 
logischen Partner umgesetzt werden. AnschlieBend wird dann die Markierung gemessen. Als Rest W sind im 
Falle dieser Verwendung der erfindungsgemaBen Nukleinsauren Haptene, insbesondere Digoxigenin, bevor- 55 
zugt. 

Ebenso sind sie als Primer in der enzymatischen Synthese von doppelstrangigen Nukleinsauren aus einzel- 
strangigen Nukleinsauren geeignet. Die entstehende doppelstrangige Nukleinsaure enthalt dann die Nukleotid- 
sequenz in mindestens einem der beiden Strange. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele erlautert: 60 

Beispiel 1 

2-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl-)aminoethanol 

65 

In einem 1-l-Rundkolben werden 68,0 g (ca. 200 mMol) 9-FIuorenylmethoxycarbonyl-N-hydroxy-succinimide- 
ster (Fmoc-O-Su) unter Ruhren in 300 ml Dioxan gelost. Zu der klaren Losung werden nacheinander 40 g in 
200 ml Wasser gelostes Na 2 C0 3 sowie 14,4 ml (239 mMol) Ethanolamin gegeben. Das sich alsbald bildende 
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Filterriickstand. dVr* ui^^-F^SS, n' l^^^ZJ^ u ". n " uu a,,aerma 8 s ^ogesaugt uer 
NH j"); 7?- 'S"troiii«iSS. 8 H)*' 2 H,! ' l P 1 '"' 2H > ; 4J - 4 ' 5 (">■ CHOCO + H [C9J 3 H); 5.2 (s [bj 
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Beispiel 2 

DichIor-N,N-diisopropyIamino-phosphan 
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^^^^ 
3 1 P-NMR (ppm) (CHCI3): 1 67,5. 

Beispiel 3 

2-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl-)aminoethyI-N, N-diisopropylamino-phosphochloridit - 

Pyridinhydrochlorides und Abziehen d^SS^^J^^^^^^ wTn^ 
d.rekt zur Herstellung des Nucleosidphosphamidites etoge^i£l25d?r ( g 

Beispiel 4 

5 '<>-Dimethoxy^ 

N-diisopropylamino-phosphan 
ch!^J(^^ W-MoO in 50 ml Di- 

3iK !?M?£Sf<SS^? 20% der Theorie eines weiflen - schaumigen RQckstandes - 



Beispiel 5 

Synthese von d (Tp a ETpTpTpTpTpTpTp a eT) 

55 ^ iC nMl h | Se d u $ Olig o^'! 0,i ^ WUrde im 1 ^Mol-MaBstab nach Standardprotokoll in einem vollautomati- 
schen DNA.Synthe S .zer8600der F.rma BioSearch durchgefiihrt. Hierzu wird prinzipiell das Syn^ese GerJTm t 

"r" 1 ^ 1 Thym.din-Trager beschickter Reaktions-Saule bestuckt und in einem erierRStionShri 
Svm I UU K grUPP ? ( Dlmel hoxytrityl-) durch Behandlung mit einer 2 o/oigen Dichlore»ig$a?"-SgTn 
D chlormethan abgespalten. Nach Waschen der Saule mit Acetonitril erfolgt die Kupplung des im erfindungsge 
maOen Smne P-mod.fiz.erten 5^0-d,metho^ 

bonylX2-ammoethy )-N N-dusopropylamino-phosphans aus Beispiel 4 unter gleichzeitiger Aktivierung "mit Te- 
trazol ,n Acetonitr.l an d.e fre.e 5'-OH-Funktion des Start-Nucleosids. Das noch trivalem vorliegende P Atom 
w.rd nach erneutem Waschen durch Oxidation mit einer Usung von jod in THF/Lutidin/H 2 0 in das naturhche 
?r Pha v ° berfQ ^ L D \ r nach / oI S ende Capping-Schritt mit Acetanhydrid/Dime.hylaminopyridin 
block.ert durch Acetyherung n.cht gekuppeltes 5'-OH-Nucleosid. Dadurch wird die Bildung von Fehlsequenzen 
unterdruckt Nach Waschen beginnt mit erneuter Abspaltung der S'-O-Dimethoxytrityl-Schutzgruppe der Svn 
thesezyklus von vorne. In dieser Weise werden nun 6 Thymidin-Bausteine mil nicht-modifiziertem Phosphoami- 
dit-Teil in die Reaktionsfolge eingebracht, bevor im letzten Zyklus eine weitere Kupplung mit dem aminoethy- 
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lierten Thymidin-Phosphoamidit (Tp A E) erfolgt, Nach beendeter Synthese wird durch Behandlung mit konzen- 
trierter waBriger Ammoniaklosung das am Trager gebundene Oligoniicleotid freigesetzt und gleichzeitig dabei 
auch die Fmoc-Schutzgruppe des aminoethylierten Phosphats entfernt. Es resultieren 86 ODE/A 2 60* Dieses 
Roh-Gemisch wurde unter folgenden Bedingungen mittels HPLC aufgearbeitet. 
Saule: Mono Q HR 10/10(Pharmacia). 
Eluent A (Wasser), Eluent B (0,5 n-LiCl). 
Gradient: von A in 60 Minuten auf 50% B. 

Das Eluat wird uber Nacht gegen H 2 0 dialysiert (Spektrapor, MWCO 1 000). 
Ausbeute:55 0DE. 

Beispiel 6 

Markierung des Oligonucleotides aus Beispiel 5 mit Digoxigenin 

55 ODE/A260 des Oligomers aus Beispiel 5 werden in 1 ml 0,1 m-Na-boratpuffer pH 8,5 geldst und mit einer 
Losung von 10 mg Digoxigenin-O-succinyl-amidocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester in 1 ml Dimethylfor- 
mamid versetzt. Man riihrt das Gemisch 18 Stunden bei Raumtemperatur, engt bis zur Trockene im Vakuum ein, 
lost in H 2 0 und trennt das Produktgemisch per HPLC: 
Saule: Shandon Hypersil ODS, 25 cm x 0,4 cm. 
Eluent A: 0,1 mTriethylammoniumacetat- Losung. 
Eluent B: 0,1 m Triethylammoniumacetat-Losung/Isopropanol. 
Gradient: von A in 30 Minuten auf 50% B. 

Die Produktfraktion wird im Vakuum eingedampft, in Wasser aufgenommen und uber Nacht gegen destillier- 
tes Wasser dialysiert (Spectrapor, MWCO 1000). 
Ausbeute: 1 1 ODE/A 2 6o. 

Beispiel 7- 

Vergleich der Nachweisgrenze bei DNA-Nachweisen 

Drei identische Oligonukleotide (38 mere) mit HIV spezifischer Sequenz wurden in ihren Hybridisierungsei- 
genschaften gegen ein kloniertes HIV-DNA-Fragment (954bp PvuII/Bglll-Fragment aus der gag-Region des 
HIV- Wfl. 1 3-Iso!ats) getestet. An folgenden Stellen sind die Oligonukleotide mit Digoxigenin markiert: 

1. Je an einem 5'-termina1en und einem in der Mitte Iokalisierten Uracil (d. h. zwei Dig-Markierungen, 
Basenmarkierung an C-5 des Uracil). 

2. Je an einem 5'-terminalen, 3'-termina!en und in der Mitte Iokalisierten Uracil (3fache Dig-Markierung, 
Basenmarkierung an C-5 des Uracil). 

3. Je an einer 5'-terminalen und in der Mitte Iokalisierten Phosphatgruppe (2 Dig-Markierungen/Molekul 
erfindungsgemafie Markierung). 

a) Hybridisierungsansatz fur Oligonucleotide mit Dig-Markierung 

Die Sample DNA wird entweder direkt auf Filter in Verdiinnungsreihen von jeweils 1 uJ Volumen gespottet 
oder nach Auftrennung im Agaraose-Gel durch Southern Blot unter 20 x SSC-Puffer auf die Filter transferiert. 
Die Fixierung erfolgt durch 3minutige U V-Bestrahlung. 

Die Filter werden unter folgenden Bedingungen prahybridisiert: 1 h bei 40° C in 5 x SSC, 0,5% Blocking 
Reagens. Die anschlieBende Hybridisierung mit Dig-markierten Oligonucleotiden erfolgt unter folgenden Be- 
dingungen: Uber Nacht bei 4°C in 5 x SSC, 0,5% Blocking Reagens, 200 ng Oligonucleotide pro ml Hybridisie- 
rungslosung. 

Die Filter werden danach 4 x 10minin2 x SSC, 0,1% SDS bei 40°Cgewaschen. 

Die Detektion wird analog zu dem nicht-radioaktiven Markierungs- und Detektionskit (Boehringer Mann- 
heim GmbH) mittels POD-markierten Antikorpers gegen Digoxigenin durchgefuhrt. 

b) Ergebnisse 

Nachweisgrenze der gespotteten/geblotteten Sample DNA 

mitzweifach basenmarkiertem Oligonukleotid(l): 10 ng 

mitdreifach basenmarkiertem OligonukIeotid(2): 10 ng 

mit zweifach iiber Phosphat markiertem Oligonukleotid (3): 1 — 10 ng 

Patentanspruche 
1. Verfahren zur Herstellung einer Nukleotidsequenz der Formel V 
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I 

0=P— X — L( — U— W) 



J 



in der 

s K eq^e a rS erSt ° ff ° der Ph ° Sph ° r * t0m des p h^ P hatrests eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotid 

20 L ein(n + l>valentes Bruckenglied, 

U Sauerstoff,Schwefel,StickstoffoderN-H 

25 durch Umsetzung einer Nukleotidsequenz der Formel IX 

K — O 




B 



ax> 

O T 
I 

35 0=P— X— U~ U— H)„ 



in der 

s^enr' 5 ^ ^ ^ Ph ° Sph ° rat0m des p hosphatrests eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotid- 

J eine Hydroxygruppe oder ein 5'-Sauerstoffatom eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotidsequenz 
B eine naturliche oder modifizierte Nukleonbase, ulucoiiasequenz. 
T Wasserstoff, NiederalkyI, Azid, Niederalkoxy oder eine Hydroxygruppe 
X SauerstoffoderSchwefel, * HH 

L ein(n + l)-valentes Bruckenglied, 
U Sauerstoff, Schwefel, Stickstoff oder N - H und 
n eine naturliche Zah] von 1 bis 200 bedeuten, 

50 mit einer Verbindung der Formel IV 

Y-W (IV), 

wobei 

55 Y eine reaktive Gruppe und 

W ein detektierbarer Rest oder ein Rest ist, der in einen detektierbaren Rest uberfuhrt werden kann 
2. Nukleotidsequenz der Formel V 
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ut: ib «7i ai 




O T 



0 = P— X — L(— U — W)„ 
I 

J 

inder 

K Wasserstoff oder das Phosphoratom des Phosphatrests eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotid- 
sequenz, 

] eine Hydroxygruppe oder ein 5'-Sauerstoffatom eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotidsequenz, 
B eine naturliche oder modifizierte Nukleinbase, 

T Wasserstoff, Niederalkyl, Azid, Niederalkoxy oder eine Hydroxylgruppe, 

X Sauerstoff oder Schwefel, 

L ein(n + l)-valentes Brtickenglied, 

U Sauerstoff, Schwefel, Stickstof f oder N - H t 

W ein detektierbarer Rest oder ein Rest ist, der in einen detektierbaren Rest flberfiihrt werden kann und 
n eine naturliche Zahl von 1 bis 200 isti 

3. Verfahren zur Herstellung von Nukleotidsequenzen der Formel IX 




OX) 



O T 



O^P— X — L(— U — H) n 
J 

inder 

K Wasserstoff oder das Phosphoratom des Phosphatrests eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotid- 
sequenz, 

J eine Hydroxygruppe oder ein 5'-Sauerstoffatom eines weiteren Nukleotids oder einer N ukleotidsequenz, 
B eine naturliche oder modifizierte Nukleobase, 

T Wasserstoff, Niederalkyl, Azid, Niederalkoxy oder eine Hydroxygruppe, 

X Sauerstoff oder Schwefel, 

L ein(n -f l)-valentes Bruckenglied, 

U Sauerstoff, Schwefel, Stickstof f oder N — H und 

n eine naturliche Zahl von 1 bis 200 bedeuten, 

durch Reaktion einer Verbindung der Formel I 




wobei 

A eine Sauerstoffschutzgruppe, ein Nukleotid oder ein Oligonukleotid, 

B eine naturliche oder modifizierte Nukleinbase, 

X Sauerstoff oder Schwefel, 

L ein(n + l)-valentes Bruckenglied, 

T Wasserstoff oder eine gegebenenfalls geschutzte Hydroxygruppe, 
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,ov..nuu,ouvMiun uucriN-n, 
V emeabspaltbareSchutzgruppe, 
n eine naturliche Zahl von 1 bis 200 und 
D ein sekundarer Aminrest bedeuten, 



ntS&EZZ NUk ' eOSid " Cine frde 5 '-Hv<«rox ylgrU ppe aufweis, und Oxidation der entstandenen 
4. Nukleotidsequenz der FormeJ IX 



K ~° o 




(IX) 



0 = P— X— U— U — H) 
I 

J 



in der 



S « m, °" ° der d ' ! """*»""<»" *« n»,ph alre51! «i„„ „, iteren NokleotMs 0( ,„ ei „„ Nllkleol . d 
i I*—* — **, Nukleolidsequenz, 



L em(n + l)-valentes Bruckenglied, 
U Sauerstoff, Schwef el, Stickstoff oder N - H und 
n eine naturliche Zahl von 1 bis 200 bedeuten. 
5. Nukleosidphosphoramidit der Formel I 



B 




I (D 
P 

D X — U— U— V), 

wobei 

A eine Sauerstoffschutzgruppe, ein Nukleotid oder ein Oligonukleotid 
B eine naturliche oder modifizierte Nukleonbase ™i«uia. 
. X Sauerstoff oder Schwefel, 
L ein(n 4- l)-vaientes BrQckenglied, 

V eine abspaltbare Schutzgruppe, 

n eine naturliche Zahl von 1 bis 200 und 

D ein sekundarer Aminrest bedeuten. 

Former"'"" 8 Nuk,cosid P h «P"-amiditen der Formel I zur Herstellung von Verbindungen der 
dunrier r ; o ™| , I 1 . erSte,IUn8 CineS Nukleosid P h ^Pho^midits der Forme. ., durch Umsetzung einer Verbin- 
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OD 



inder 

A eine Sauerstoffschutzgruppe, ein Nukleotid oder ein Oligonukleotid, 
B eine naturliche oder modifizierte Nukleinbase und 

T Wasserstoff, Niederalkyl, Azid, Niederalkyloxy oder eine gegebenenfalls geschiitzte Hydroxygruppe, 
bedeuten, mit einem Phosphari der Formel III 



20 



x— u— u— v)„ 

/ 

Z— P (III) 

\ 

D 

inder 25 
Z eine gut austretende Gruppe, 

X Sauerstoff oder Schwefel, ~ 
L ein mindestens bivalentes Bruckenglied, 
U Sauerstoff, Schwefel, Stickstoff oder N — H, 

V eineabspaltbareSchutzgruppe, 30 
n eine naturliche Zahl von 1 bis 200 und 
D sekundarer Aminrest bedeuten. 
8. Phosphan der Formel III 



X — U—U — V)„ 

p am 

\ 

D 



35 



40 



in der 

Z eine gut austretende Gruppe, 
X Sauerstoff oder Schwefel, 

L ein mindestens bivalentes Bruckenglied, 45 

U Sauerstoff, Schwefel, Stickstoff oder N-H, 

V eineabspaltbareSchutzgruppe, 

n eine naturliche Zahl von 1 bis 200 und 

D ein sekundarer Aminrest bedeuten. 

9. Verfahren zur Herstellung von Phosphanen, dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der Formel 50 
(VI) 

P(-Z)3 (VI) 

in der Z eine gut austretende Gruppe bedeutet, mit einem sekundaren Amin der Formel (VII) 55 

H-D (VII) 

inder 

D ein sekundarer Aminrest bedeuten, 60 
umsetzt, und das Produkt mit einer Verbindung der Formel VIII 
H-X-L(-U-V)n (VIII) 

65 

in der 

X Sauerstoff oder Schwefel, 

K ein(n + l)-valentes Bruckenglied, 
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u aauerstorr, scnweiei, atickstoit Oder N — H, 
V eine abspaltbare Schutzgruppe, 
n eine natOrliche Zahl von 1 bis 200 

bedeuten. reagieren laBt und das entstandene Produkt abtrennt 
10. Verwendung einer Nukleotidsequenz der Formel (V) 

K — O 



(V) 




o 



I 

o=p— x— u— u— w) B 



in der 

JL,wS! er * IO,f " 0dCr PhOSph ° ra,0m des Ph °sphatrests eines weiteren Nukleotids oder einer Nukleotid- 

i e Jr„ e ^?M Xy », grU 5 Pe ° d !, r , ei • 5 '- S ^Vf^ ff!it0m eines weiteren N "kleotids oder einer Nukleotidsequenz 
B eine naturliche oder modifizierte Nukleinbase, *w»usc M ucnz, 

T Wasserstoff, Niederalkyl, Azid Niederalkoxy oder eine Hydroxylgruppe bedeuten und 
A, L, u, W und n die oben angegebene Bedeutung haben, 

H m £mZf«t n Z : % di - Se - Nu "f o'jdsequenz im wesentlichen komplementaren Nukleotidsequenz. 

11. Reagenz zum Nachweis einer Nukleinsaure in einer Probe durch Inkontaktbringen der Probe mit einer 
dazu m wesentlichen komplementaren Nukleinsaure. dadurch gekennzeichnet, daB es als zur Proben-DNA 
kornplementare Nukleinsaure eine Nukleotidsequenz der Formel (V) enthalt ■ 

12. Verwendung einer Nukleotidsequenz der Formel (V) 



K — O 




B 



O T 



I 

0=P — X — L< — u — W) 



(V) 



J 

als Primer in der enzymatischen Synthese von doppelstrangigen Nukleinsauren. 
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